B细胞淋巴瘤是一类异质性疾病，弥漫大B细胞淋巴瘤、滤泡性淋巴瘤、套细胞淋巴瘤约占85%[@b1]。近几年，尽管随着诊疗模式的不断改进，尤其是利妥昔单抗上市以来，B细胞淋巴瘤缓解率得到提高，但复发、难治患者仍缺乏有效手段[@b1]--[@b2]。CAR-T通过基因修饰使T淋巴细胞表达特定的CAR，可以特异性识别靶抗原、杀伤靶细胞[@b3]。CAR-T细胞具备针对特定肿瘤抗原的高度亲和特性，从而能高效杀伤表达该抗原的肿瘤细胞。CD19在不同分化阶段的B淋巴细胞表面均有特异性表达，95%以上的B细胞淋巴瘤表达CD19抗原。建立识别CD19的CAR-T可以实现对B淋巴细胞肿瘤的治疗目的[@b4]--[@b5]，但是CAR-T治疗实体瘤疗效有限[@b6]--[@b7]。免疫检查点疗法就是通过阻断被癌细胞激活的免疫抑制通路以提高T细胞抗肿瘤免疫应答的治疗方法。常见的免疫检查点有程序性死亡分子及其配体（PD-1/PD-L1）、细胞溶解性T淋巴细胞相关抗原4（CTLA-4）、B/T淋巴细胞衰减子（BTLA）、淋巴细胞活化基因3（LAG-3），T细胞膜蛋白3（TIM-3）、腺苷A2a受体（A2aR）等[@b8]。其中PD-1/PD-L1和CTLA-4是目前研究的热点。最新临床试验提示联合免疫检查点抑制剂可能会提高CAR-T治疗的有效率。本文我们将我院CD19 CAR-T治疗22例B细胞淋巴瘤患者的疗效以及不良反应报道如下。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例资料：2017年2月1日至2018年7月1日共22例B细胞淋巴瘤患者在我院接受CD19 CAR-T治疗，其中男10例，女12例，中位年龄62（12\~83）岁。原发疾病全部为B细胞淋巴瘤，其中弥漫大B细胞淋巴瘤10例，小淋巴细胞淋巴瘤4例，套细胞淋巴瘤2例，黏膜相关组织淋巴瘤1例，淋巴母细胞淋巴瘤3例，滤泡性淋巴瘤2例。所有患者在接受CAR-T治疗前均接受过化疗，接受CAR-T治疗前的疾病状态为复发难治或微小残留病（MRD）阳性，MRD阳性定义为经过常规方案治疗后达到部分缓解（PR）但不能达到完全缓解（CR）。

2．CAR-T细胞制备及输注：CAR-T细胞均由我科专门人员制备，属于第2代CAR-T细胞，CAR-T细胞结构包括抗CD19 scFv、跨膜区和4-1BB/CD3ζ信号区。所有CAR-T细胞均为患者来源，首先采集患者外周血单个核细胞，制备过程均在符合GMP标准的实验室完成，具体过程包括质粒构建（由美国Creative Bioscience公司提供），质粒转化提取，慢病毒包被，磁珠分选CD3^+^ T细胞，T细胞转染（转染率40%\~70%），CAR-T细胞培养，CAR-T细胞检测、计数、回输。10\~14 d回输CAR-T细胞，回输前除1例MRD阳性患者外均给予FC（氟达拉滨+环磷酰胺）方案处理。研究经我院伦理委员会批准，所有患者均签署临床试验知情同意书。

3．疗效及不良反应判定标准：根据2010版NCCN非霍奇金淋巴瘤临床实践指南疗效评价的修订标准，分为CR、PR、疾病稳定（SD）及疾病复发或进展（PD）。不良反应主要关注细胞因子释放综合征（CRS），根据Lee等[@b9]提出的修订的CRS分级系统进行分级。

4．随访及PD-1表达情况检测：输注CAR-T后中位随访10（3\~18）个月，随访截至2018年8月1日。采用流式细胞术对输注CAR-T后未达CR的复发难治患者进行PD-1表达情况检测，抗体组合为IgG1-FITC/IgG1-PE/CD3-Percp/IgG1-APC/CD4-FITC/CD279-PE/CD3-Percp/CD8-APC。

结果 {#s2}
====

一、CAR-T治疗的情况

22例CD19^+^ B细胞淋巴瘤患者中，复发难治12例，MRD阳性10例。首次输注CAR-T距疾病确诊的中位时间为15（2\~84）个月，每例患者均分2\~3次输注，中位输注总量为7.2（2.0\~12.0）×10^6^/kg。6例患者在输注完CAR-T后第2天输注PD-1抗体Nivolumab（美国百时美施贵宝公司产品）200 mg。

二、CAR-T疗效

22例患者输注CAR-T细胞后，10例（45.5%）达CR，7例（31.8%）PR，总有效率为77.3%（17/22）。输注CAR-T后，检测其在外周血中占T细胞的比例及达峰时间，全部患者外周血中均能检测到CAR-T细胞，中位达峰时间为治疗后第12（1\~19）天；复发难治患者和MRD阳性患者中位达峰时间分别为治疗后第4.5（1\~12）天和治疗后第12（5\~19）天，外周血T细胞分别占T淋巴细胞的4.02%（2.23%\~28.60%）和10.10%（3.55%\~24.74%）。

12例复发难治患者中9例有效，其中2例达CR，7例PR；10例MRD阳性患者中8例有效。复发难治患者维持CAR-T疗效时间短，7例PR患者维持时间为1.5\~6.0个月，其中2例达MRD阳性，5例再次复发（保持SD存活2例，死亡3例）；1例CR患者桥接造血干细胞移植，另1例CR患者随访12个月持续缓解中。CAR-T治疗无效患者PD-1均为高表达，CAR-T治疗达PR的患者PD-1表达率为25.7%\~55.3%。共有3例患者联合应用PD-1抗体，应用PD-1抗体治疗后复查PD-1表达降低，其中2例有效，1例为原发耐药患者，CAR-T疗效不佳。MRD阳性患者得到了较高的有效率，且维持疗效时间长，最长达18个月疾病均为缓解状态，且此组患者有3例联合了PD-1抗体，均达CR。另2例CAR-T无效患者MRD阳性保持SD，均存活。

三、CAR-T治疗相关的CRS反应

22例患者输注CAR-T细胞后14例患者发生不同程度的CRS反应，出现发热的中位时间为输注后第3（0\~8）天，其中9例为1级CRS；4例为2级CRS，伴头痛、发热及转氨酶升高；1例复发难治患者发生3级CRS，出现高热、血压降低、出凝血异常以及高表达的炎性因子水平，应用IL-6抗体及糖皮质激素治疗后好转。CRS多出现在治疗有效的患者中，治疗有效的17例患者中发生CRS 14例，治疗无效的5例患者中均未发生CRS。难治复发患者发生CRS的严重程度高于MRD阳性患者。

讨论 {#s3}
====

放疗、化疗及手术等传统的抗肿瘤治疗模式治疗失败的主要原因是复发和难治。利妥昔单抗的问世使表达CD20的成熟B细胞淋巴瘤、白血病的患者生存率有了大幅提升，然而仍然有20%\~30%的患者因复发和难治而死亡[@b10]--[@b11]。近几年来，随着特异性识别B细胞表面CD19的CAR-T的研究及其在B淋巴细胞血液恶性肿瘤治疗中的应用，该类疾病的生存率和治愈率得到进一步提高。2014年第56届美国血液学会（ASH）年会Rosenbeng课题组口头报告了30例难治性B细胞淋巴瘤患者在接受靶向CD19的第二代CAR-T治疗后，27例可评估病例中有22例获得CR或PR，最长的CR持续了37个月。我们的研究结果与此相似，有效率达77.3%。CD19 CAR-T疗法在复发难治CD19^+^ B细胞淋巴瘤中初步显示疗效。但有效率尚有待提高，且疗效不能持久，部分患者疾病再次复发。

免疫检查点抑制剂与CAR-T细胞治疗均为增强T细胞抗肿瘤能力的治疗。CAR-T细胞使T细胞绕过正常的活化途径，跨越了MHC分子的限制性，部分克服了肿瘤细胞的免疫逃逸，更易于活化进而杀伤肿瘤细胞；而免疫检查点在正常的免疫系统中相当于T细胞的"刹车系统"，在肿瘤微环境中，免疫检查点的过度表达限制了T细胞的杀伤力，因此阻滞免疫检查点信号通路相当于改造了其"刹车系统"，使T细胞有更强的抗肿瘤能力。这两种治疗的结合可能会提高肿瘤治疗效果[@b12]。

抑制T细胞功能或者耗竭T细胞均可造成CAR-T治疗的失败，PD-1/PD-L1部分介导了此效应[@b13]。在肿瘤特异性抗原刺激下，CAR-T细胞PD-1的表达会显著上调，其抗肿瘤免疫反应削弱[@b13]--[@b14]。本组CAR-T治疗无效的难治复发患者中PD-1均高表达。Gargett等[@b13]基于GD2-CAR-T治疗转移性黑色素瘤，发现经特异性抗原刺激后，在激活诱导性细胞死亡（AICD）作用下，有活性的GD2-CAR-T细胞比例下降，且下降程度与抗原表达水平呈正相关。虽然应用派姆单抗并没有影响AICD的发生，但却可以使CAR-T细胞的活性恢复到抗原刺激之前的水平，同时促进了细胞因子的分泌。Chong等[@b15]报道了1例难治性弥漫大B细胞淋巴瘤经CD19 CAR-T治疗无反应加用派姆单抗后获得缓解的病例，观察到应用派姆单抗前，仅小部分CD19 CAR-T细胞保持增殖，大部分CD19 CAR-T细胞未增殖或仅低水平增殖，加用派姆单抗后，CD19 CAR-T细胞的增殖活性有了大幅度提高。基于这些发现，Chong等开展的Ⅰ/Ⅱ期临床试验NCT02650999正在进行中。在2017年ASH会议上，Chong等[@b16]再次报道在所有经CAR-T治疗后首次应用派姆单抗的患者均有CAR-T细胞数量的增殖高峰，其中有应答者CAR-T细胞增殖有多个高峰，而无应答者仅在首次应用派姆单抗后表现出CAR-T细胞增殖速度的上升，其具体机制仍有待研究。

抗PD-1抗体的应用虽然可以部分恢复CAR-T细胞的效应，明显减少肿瘤负荷，但在停止应用抗体后仍会有部分患者复发。因此，其效果较为短暂，需反复使用才能达到抑制肿瘤进展的效果。为了实现持续性的不依赖于外源性抗体的PD-1阻滞，Li等[@b14]设计的CAR PD1-T细胞可分泌抗PD-1抗体，逆转了PD-1/PD-L1对T细胞功能的抑制效应，并提高了CAR-T细胞IFN-γ分泌的水平。Liu等[@b17]利用基因工程技术对CAR-T细胞进行了改造，使T细胞在胞外域同时表达PD-1及CAR结构。当此PD-1与其配体PD-L1结合后可通过胞内的CD28传递激活信号，而非普通PD-1/PD-L1所传递的抑制性信号，使CAR-T细胞得以发挥更强的抗肿瘤效果。进一步的研究表明派姆单抗虽然能阻滞PD-1/PD-L1且降低LAG^+^CD8^+^肿瘤浸润性淋巴细胞（TIL），但TIM3^+^/CECAM^+^ TIL会相应增多；而用PD1、CD28修饰的CAR-T细胞则使LAG3表达及TIM3^+^/CECAM^+^共表达等下调，避免了因PD1/PD-L1阻滞导致的其他免疫抑制因素的增强。CAR-T联合PD-1抑制剂治疗恶性肿瘤的临床试验正在开展中（NCT03298828、NCT02873390）。本组联合应用PD-1抗体患者均治疗有效。

纪念斯隆凯特琳癌症研究中心在CAR-T细胞治疗复发难治急性淋巴细胞白血病患者的临床试验中发现治疗前疾病负荷轻患者从治疗中获得的收益更大[@b18]。本组患者有相似的结果，MRD阳性患者有效率高于复发难治，且不良反应少，维持疗效时间长。CAR-T有望在B淋巴细胞恶性肿瘤的巩固及维持治疗中取得令人惊喜的效果，而不是作为复发难治患者的挽救治疗，使更多患者受益。

综合国外的研究结果及我科初步数据，CD19 CAR-T在CD19^+^ B细胞淋巴瘤中初步显示疗效，CAR-T细胞治疗可作为复发难治患者的挽救治疗中的一种选择，清除B细胞淋巴瘤MRD的效果更好且不良反应小，有望成为一种使患者受益的治疗方法。CAR-T联合免疫检查点抑制剂治疗B细胞淋巴瘤有望取得更好的疗效。

**临床试验注册**：中国临床试验注册中心，ChiCTR-ONN-16008911、ChiCTR-ONN-16009862

**Trial Registration**: Chinese Clinical Trial Registry, ChiCTR-ONN-16008911, ChiCTR-ONN-16009862
